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Atherosclerosis 1s the leadeng cause of rnorbrdlty, d~sab~l~i ly and rnortalvly In the 
developed world. Desp~te our familiiarrty with the clrnlcal syinp"loms of the d~sease, 
Its paW-togenesls remains poorly understood Two mechan~srns that are considered 
to play a major role In alheroscierosns are changes in cell turnover (DNA-syntkiesrs 
and apoptosls) and chron~c inflammation. 
In the present thesis we focused on these two rnechanrsms In the f~rst part we 
hypothesized that the level, d~str~ibutaon pattern and phenotype of DNA-synthes~s~ng 
and apoptotlc cells change during the diverse stages of atherosclerosrs. in addition. 
we expected that Gas6 defucrency (a gene ~rnportant ~n cell surv~val) would 
suppress DNA-synthesis and promote apoptosis, thereby resulrung un smaller 
artheroscleaotlc plaques The second part of thrs thesus focuses on tile role of 
inflammat~on ~n les~on initiat~on and progressioln. Althougl? many papers report an 
~rnportant role far the diverse nnflarnrnatory parameters in ath@rascieros~s, a key 
regulator of ~~nflannmatioin I atherogenesls IS not known We Ihypott~es~ze that CD4Q- 
CD4QL ~nreract~ons, interact~ol-ns important In trnmune- and infrarnmatory responses, 
play a key role nn atherosclerasiis. Therefore, we expected that irulvbil~on of CD40- 
CD40L ~nteractions would inhib~t lesion ~nlt~atlon a d progresshon 
In chapters 2 and 4, we character~zed the initiat~on and progression of 
atherosclerot~c lesions, as well as the effects of atherosclerosis on the entlre 
vascular walll In two rnou~se models of atherosclerosis. The furst part of chaptcr 2 
describes the age and diet dependent progression of atherosclerosts in the 
ApoE"3Lenden mouse. We report that ApoE*3Leiden mlce show a cranio-caudal 
lesian prog~ressron. Atheroscllerotuc lesions range from lype 1 (a few rnacsopl-mge 
der~ved foam cells) to type V (lesions conlalnlng a l ~ p ~ d  core and a f~brous cap) 
irnmunohistochemrstry revealed the presence of macaophages, SMCs, endothellal 
cells and P-lymphocytes rn these lesrons. Ruptured plaques (type VR), or plaques 
conta~n~ng rntra-plaque hemorrhag~e were however not observed. 
In chapter 4, we nrrvesrigated the response of the vascular wall (wascwllar 
remodeling) to atherosclerot~c lesion progression in ApoE*3Lelden mice and 
ApoE-/- mmlce In berth mouse models the carot~d arteries, lhoracrc and abdominal 
aorta show cor~~pensatory enlargement in response to plaque progressloru 
Enlargement was predorn~nantly observed nn advanced lype UV and V lesions, most 
prominently In ApaE-1- mice. Despite the presence of compensatory enlargement, 
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lerrn~en drameter decreased 3 r d  sign~frcanr stenosis (>70%) developed, bur only in 
the carotid arterres Constrrctive remodeling, as well as llschemic organ damage was 
not observed 
In chapkers 2 and 3, we descrrbe the level, dlstr~butron pattern and phenotype of 
DNA-synthesiz~ng arld apoptotic cells In atherosclerosis. Chapter 2 dlescribes these 
phenamena In ApoE*3Lelden rnrce In these mice. DNA-synthes~s 1s hig~hes; rn early 
type II lesions Most DNA-synrhesizrng cells were located in the media When 
atherosclevorrc lesions progressed to type Ill-V lesrons, DNA-synthesis shifted to the 
shoulder region, and its level decreased Apoptos~s was only observed in advanced 
atherosclerotic lesions. Levels were low, and aipoptotrc cells were predorninanllly 
observed In the Ihpid core and reguons adjacent to the lipid core In all lesion bypes, 
both DNA-synthesis and apoptosis were mostly confined to the macrophage 
Chapter 3 descr~bes "re same parameters In human atherosclerosis Also un 
human athe~roscleras~s, DNA-synthes~s peaked In early type IU lesions to decrease rn 
type V les~ons Inierestrngly, a second peak ~n DNIA-synthesis was observed in iype 
VI lesrons (ruptured plaques). DNA-synthesis was mostly confined to the 
macrophage or, in type VI lesions, to macrophages and T-lymphocytes. As In muce, 
apoptosrs was elevated only Iln advanced lesions in the l~prd core or in reglons 
adjacent to the lipid core. Most apoptotic cells were macrophages, although a 
signuficant amount were SMCs In the fibrous cap 
In cancl~wsion, DINA-synthesis is an eariy phenomenon, whereas apoptosus us a 
late phenomenon of atheroscleros~s Furkhermo~e, cell turrnover us mostly confined to 
the macrophage. 
In chapter 5, we describe the effect oF defsclency of Gas6 on atherosclerosus Gas6 
!s known as a survival factor, wln~ch inhibits apopiosis and st~rnulates DNA-synthesis 
in serum starved f lb~~bilasts Although we expccted to flnd smaller lessons due to 
decreased levels of DNA-syr?lhesns and elevated levels of apoptosls, none of this 
was true Inrerestingly, Gas6-l-lApoE-l- mice developed a drfferently Qrg~anlZed 
atherosclerotic plaque pl?etiatypc These atlierosclerotic lcslons cons~sted of 
rncraased amounts of collagen and SMCs. However, compared to ApoE-$-- mlce, 
both SMCs and collagen fibers of Gas6-$-SApoE-$- rnnce were dhstributed 
throughout t h e  entlre lesion. Furlherrnorc, lesions of Gasb-J-/ApoE-I- mice were 
cori?posed of multiple lipid cores. However, "re most remarkable finding ot this 
study was the developmen! of rntra-plaque hemorrhage In Gas6 deficient mice. 
lntra-plaque bieedmg, associated with iron depos~ti~on and fibrin formation was 
observed iln 2513% of the advanced leslnns. 
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The second pan of this thesis foc~ises on the role of rnflarnmatron ~n atheroscleros~s. 
especrally on the role of the CD40-CD4OL system In chapter 6, we report that 
delrciency of the CD4OL gene in ApaE-1- mice results in a 5 5-fold decrease in 
plaque area Furthermore, deiiicuency of CD4QL caused the development of a Irptd- 
poor, collagen- and SIMC r~ch  plaque phenotype, wil1-i a decreased T-lyniphocyte 
content, features of a stable atherosclerotic plaque phenotype. In a follow-up study. 
clescrllbed In chapter 7 ,  we obtarned slrnilar results uslng a pharrnacologlicai 
approach Although we d ~ d  not abserwe a decrease ~n plaque area, both early and 
delayed treatment with an anti-CD4OL antibody resulted in Ihe same llpld-pooir, 
collagen-r~ch, stable atheroscleralnc plaque phenotype Interestnngly, anti-CDslOL 
antibody treatment induced wpregulainon of TGFP 
Iln chapter €3, the fundrngs of this thesis are discussed The frrst part of chapter 8 
discusses the importance of DNA-synthesrs and apoptosis on plaque progression 
and plaque phenotype The second part discusses the role of rnflarnrnatian, and the 
role of the CD40-CD4OL system In parii~cular in atherosclerosis. Furthermore, several 
mechanisms, respo~isubie for the CD4OL ~nhibrtron Induced stable plaque phenotype 
alre postulated. 
In conclws~on, the role of cell turnover I~I prlrnary atherosclesosis remains 
qweslnonable. Aithough our data show an interestrng pattern of ceYl turnover dwr~ng 
atherogenesrs, our rnteaventlon s'tudles [both gas6 and CD4QL rnhib~tron) reveal that 
the contribu'lion ofi cell 'Eur~?over In lesron ~nitiat~on a d progressioru is llrn~ted On the 
other hand, thrs lhesrs ccrnfnrrns the imporfanl role of iinflammalion (and especially 
the CD4Q-GD40L ~nteraclions) on plaque pragression and plienotype The CU340- 
C11440L system is an unterestlrug therapeu'ti,c target, si~nce ITS unhibution rcsulls rn 1h@ 
d~eveloprnent of a stable alheroscierotrc plaque phenotype I-luvwover, PRGCISC 
rnechan~srns, respons~ble for the development of this phenotype still rernaln to be 
eluc~dated. 

Samenvatting 
Atherosclerose (aderverkalking) is een systemische aandoening van de grote 
slagaders die ieder mens In meer af mindere male treft In de Wes.tcrse 
maatschappij ziijn de gevolgen van atherosclerose doodsoorzaak nol Klinische 
coinplicaties wan atherosclerose omvatten o a het rnyocardinfarct, herseniinfarct en 
klachten van perifeer arterieel vaatlijden. Ondanks de klinische beker-rdheid met de 
gevolgen van atherosclerose. is de pathogenese van atherosclerose nog altijd 
siecht begrepen Twee mechanismen waarvan men denkt dat deze een belangirijke 
rol spelen in de ontwikkeiung en progressie van atherosclerose zrjn "cebl t~~rnover" 
(DNA-synthese en apoptose) en chronische ontstckingswctrvitleif. 
In dnt proefschrift zijn deze mechanismeni verder onderzocht. In het eerste deel van 
dit proefschrift rs de hypothese dat 'het niveau, het verdelingspa2roor? en het 
fenotype van DIVA-synlhetiserende en apoprotrsche cellen verandert in de 
versch~illende stadja van atherosclerose' un zowel muizen als mensen getoetst. 
Verder worden de effecten van een genetische interventie met Gasn;, een gen dat 
een belangrijke rol speelt b ~ j  cel overlewing beschreven. In deze studie hadden we 
verwacht dat afwezigheid van Gas6 zou lelden tot een verminderde DNA-syntllese 
en toegenomen apoptose, waarbij atherosclerose zou afnemen. Met tweede deel 
van dat proefschrift beschrijft de effecten van ontsteking in atherosclerose. Hoewel 
dIe belangrijke rol van chronische ontskekiing in atherosclerose in vele artikellen 
beschreven wordt, zijn belangrijke regulatoren van de ~n~tstekingscascade in 
atherosclerose nog grotendeels onbekend In dit proefschrift hebben we de 
i-rypolliese opgesteld dat CD4O-CD4OL interacties, een systeem bekend van zijn rol 
in hel irnmuunsysfeem, een sleutelrol spielen in atherosclerose. Daarom verwachtten 
we dat remming van iCD4OL zou resulteren in een vermindering van atherosclerosc. 
Iln hoofdstuk 2 en 4 worden plaque initiatie en progressie, alsmede de effecten van 
atherosclerose op de gehele vaatwand beschreven in 2 veolgebrurkiie 
muizenrnodellen van atherosclerose. Het eerste deel van hoofdstuk 2 beschrijf de 
leefìljds- en dieet- al"l1ankelijke progressre van atherosclerose in de AprrE"3Leiden 
muis We laten zien dat ApoE*3Lerden muizen een cranna-caudale progreicsae van 
atherosclerose vertonen Aiherosclerotrcche plaques varieerden van type I iesies 
(enkelie schuimcellen) tot type V lesaes (met een necrotische kern cn een f~brewize 
kap). Irnrnunolabeling liet zlien dat deze plaques waren opgebouwd uil macrofagen, 
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gladdc sprercellcr.i, endotheelcelleri en T-lyv-niocyten Plaque-nipturen, of inlra- 
plaque bloedingen werden echter nret waargenomen 
In hoofdstuk 4 beschrijven we de effecfen van alherosclerose op de gehele 
vaatwand (rernodelenng) in ApoE"3Lelden muizen en ApoE-/- muizen In berde 
rnodelien laten de carotiden, thoracale en abdominale aorta compensatoire 
vergroti~ny zion als reactie op plaque onlwrkkeiing en progressie Dit was met name 
hel geval ti? gevordcrde type IV en W Iccies van ApoE-1- muizen Ondanks hef 
ontwrkkelen van compensafoiire vergroting, nam de lumin~aie diameter af en 
onlsionden er stenoses van meer dan 70% in de carotidesi Echter, vasculailre 
constrr~lie, noch rschemische schade werden waargenomen 
In hoofdsWk 2 een J beschrijven we de hoeweeilheud, verdelin~g en het fenotype van 
DNA-cynthetiserende en apoplo!ische cellen in de diverse stadia van 
atherosclerose In hoofdstuk 2 worden deze param~cters beschreven in de 
ApoEm3Leiden muis In doze muizen werd een DNA-synthese piek waargenomen in 
vroege type I 1  lesies [fatty streaks), waarbij de meeste DNA-syntheltiserende cellen 
an de media waren gelegen Vanaf de on!wikkeling van type 1!1 Uesies verschoof de 
DNA-synthese naar hel schoudergebied van d~e plaque, en daalde de hoeveelheid. 
Apoplose daarentegen werd alleen in de late lesres gezien. De hoeveelheid 
apoptotische cellen was laag, en deze cellen werden voornamelijk gezien in de 
necrotische kern en Z P ~ R  aangrenzende gebieden. In alle typen plaques waren zowel 
DNA-synthese als apoptose voornamelijk beperkt tot de macrofaagl. 
Hoofdstuk 3 beschrijft dezelfde fenomenen in humane atherosclerose Ook in 
humane atherascler~tischie lesies werd een DNA-syn~these piek waargenomen in 
type I I  lesies Vorder werd er een tweede piek in DNA-synthese gezfeii in tylpe VI 
Icsioc (geruptiwrioorde plaques]. DIVA-synthetiserende cellen waren m n  
macrofagen @n, in de geruptureerde plaques ook T-lyimfocyten Net als un 
ruruizonplaqwes was apoptace alleen verhoogd in vergevorderde plaq~ies Het 
groolstc gedeelte apoptotische cellen was van macrofaag origine en was gelegen 
in de necrotische kern. Eclhtcr, een aanzienlijk deel van de apoptotische cellen 
warer] gladde spiercellen mi de fibreuze kap. 
In hoofdstuk 5 worden de effecteii van GasiG-deficientie in atheroscllerose 
beschreven Gas6 is een 'survival factor' die apoptose remt, en DNA-synthese 
sl~muleeri. We Iaadden daarom verwacht dlat gas6 deficientie in een 
athercas~ilerotiscli nauizenmodel zou leiden tot kleinere atherrssclerot~sche plaques. 
Echter, iiiets bleek minden waar Gas6-/-J-iApoE-l- murmen hadden ee~n vergelijkbaar 
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DNA-synthese en apoptose patroon. maar onWikkelden een anders georganlsecrde 
plaque Pfaques van Gas6-i-IApoE-f- muizen bevatten meer gladde spiercellen, 
eln meer collageen Echter, gladde spiercellen waren door de gehele 
alherosclerotische plaque verspreid, en er werden jongere vormen van collageen 
waargenomen. Verder toonden de Gas6-1-/ApoE-l- muizen meerdere necrotische 
geb!eden per lesie Echter, de meest opmerkelijke bevinding van deze s'iudue was 
Biet ontstaan van intra-plaque bloedingen iin de Gas6-6-/ApoE-$- muizen bcze 
intraplaque bloedingen waren geassocieerd met fibrine-formatie en ~]rnerdepositie, 
en werden in >5Q% van de vergevorderde Iesies gevonden 
Het tweede deel van dit proefschriift beschailjft de rol van ontsteking rn d~e 
atheragenese, met speciale aandachk voor het CD40-CD40L systeem. In hoofdstuk 
G beschrijven we dat deficikntre va1n het CD4OL gen in ApoE-i- muizen resulteert in 
een 5.5-voudnnge afname van plaqw~e oppervlak Niet alleen was het plaque 
oppervlak afgenomen, ook vertoonden deze plaques kenmerken van sen stabieler 
plaque fenotype. Deze plaques hadden o.a een kleine necrotische kern, ei? 
bevatten veel collageen en gladde sprercellen. In een farmncologusche follow-up 
studue, beschreven in hoofdstuk J, verkregen we soorigeli~ke resultalen. Alhoewel 
we geen afname van het plaque oppervlak sagen, resulteerde vroege en late anti- 
CD40L antilichaam behandeling un hetzelfde liphde-arme, collageen- en gladde 
spercel-rijke atherosclerotusche plaque fenotype. Verder verloonden deze Iesies 
een verhoogde expressre van TGFP; 
In hoofdstuk 8 worden de bevindingen van d!t proeischr~fl bed~scussieerd. In het 
eerste deel wordt liel belang van DNA-synthese en apoptose beschreven, terwijl het 
tweede deel zich richl op beschrijvung van een eventueel loekomctige rol van anli- 
CD4OiL antilichaam behandeling in de tockomst, Verder wordt over het mechanisine 
nagedacht, aan de hand van preliminaire reculta!en verkregen met een CDNA 
expressie array. 
Concluderend of DIYA-synthese en apop'iose een belangrujkc rol spelon in 
aihe~iosclerose blijSI nog maar de vraag. Hoewel onze data een interessant patroon 
van DNA-synthese en apopkose laten zien, laren onze interventiecludies (zowel gas6 
als CD4OL inhibitre), siechts een beperkte rol voor DNA-synthese en apoptose in de 
initiatie en progressie van atherosclerose zien Inllam~matke (en met name het iCD40- 
CDLZiOL systeem) bYijYtl echter een veel grotere rol te spelen In plaque progressie en 
fenotype. Aangezien het CD40-CD4OL systeem resulteefl in de ontwikkeling wan een 
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stablei atherosclerotlisch plaqlie fenorype. is dit sycteern poleririeel aantrekkeliljk 
voer IPlcrapeutische doeleinden. Echter, het exacte mechanisme dal 
verantwoordellijk is voor de ontwikkeling wan het stabiele plaque ienorype na CD4OL 
inhlbitie zal nog opgehelderd moeten worderl. 
